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Abstract: Serum Clq levels and C1q mRNA from peritoneal exudate cells and spleen 
cells were measured in BALB/ c female mice treated intraperitoneally with IgG 2b 
hybridoma cells (2 x 106/0.2 mI) and/or pristane， as well as in untreated mice. 
In the hybridoma treated mice， both C1q and IgG levels were significantly increased 
compared with pristane treated mice and/or untreated mice. N orthern blot analysis of total 
RN A from peritoneal exudate cells and spleen cel1s of these mice showed one band of 
approximately 1.2 kb. The highest signal was found in RNA preparations of hybridoma 
treated peritoneal macrophage. 
These results suggest that there may be some anabolic as well as catabolic interaction 
between C1q and IgG 2b syntheses. 
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補体系は，生体防御において重要な役割を担い，自己 成分(C1q，C1r， C1s)のうちの 1亜成分と同ーの成分であ
免疫病や免疫複合体病の病態にも深く関与することが知 ることが明らかにされている 2).C1q分子は，抗原抗体複
られている.本系は，約 20種の血清蛋白質から構成さ 合体や変成免疫グロプリンの Fc領域に結合し，酵素前
れ，通常はこれらの蛋白成分は非活性状態で存在して 駆体として存在している C1の他の亜成分Clr，C1sを活
いるが，生体内に異物が侵入した場合など酵素反応様式 性化し，順次後続の補体成分を活性化させる.近年，細
で活性化される.この活性化の様式には，古くから知ら 菌のリピド A3>，レトロウイルス4)など C1qに直接結合し
れていた抗体を介する経路〔古典経路〉も 1970年代の初 て抗体非依存的に補体系を古典経路で活性化する物質も
めに明らかにされた抗体を必要としない経路(別経路〉の 報告されている.ヒト C1qは， YonemasuとStroudに
二つがある.補体系の詳細に関しては，成書1)を参照され より初めて純化され，分子内にコラーゲン様構造を持っ
たい. きわめて特異な球状蛋白質であることが明らかにされて
古典経路の活性化始動成分である補体第 1成分(Cl) いる 5，6).





























































1%アガロースを Barbital-acetat巴 buff巴r，pH 8.6 
に溶解して作製したゲノレプレート (7.5cmX 5 cm)に直
径 0.5mmの穴をあけ， 2μlのマウス血清を入れ，
30 mA/7.5 cm長辺の条件で 1時間電気泳動を行った.























の問ではさみ，破砕しながら 0.15M NaCl/0.01 M 
phosphate buffer(PBS)中に分散させた. 40C， 160Xg， 
10分間遠心後，沈殿した牌細胞を PBS(-)lmlに懸濁
マウス補体第一成分の亜成分C1qに関する研究 (505) 
し，この内の 50μlを9容量のチュノレク液を加え，腹腔内 (207 bp本学公衆衛生学，土井祥子助教授より供与〉は，
浸出細胞と同様に細胞数を測定した [a-32PJdCTP(第一化学薬品株式会社，東京〉とマノレチ
5.腹腔内診出細胞 RNAの抽出 ランダムプライマー標識キット (multi-random primer 
チオグリコーノレ酸培地 2.5m1を腹腔内に注入， 3日日 1abeling kit ; Ready-To-Go™ : Pharmacia社〉でそれ
に腹腔内惨出細胞を集め， Hanks液 5m1にて 2回洗浄 ぞれ標識した(比放射活性はどのプロープも約 6X108
し さらに RPMI1640(阪大微研，吹田，大阪〉で洗浄し cpm/μgDNA).なおラット βアクチン cDNAは，マウ
た.細胞分画は 10% FCS/RPMI -1640， 10 m1で懸濁 ス βアクチン DNAの相当する領域と塩基配列で約 50
し，3TC 5 % CO2下で 1時間培養した.Hanks液 6m1 %の相向性であった.
を添加後，シャーレを振渥し，浮遊細胞を吸引除去した (3)全 RNAの抽出とノーザンブロット法
同操作は 5回繰り返して行った. 前述の材料及び方法 5によって RNAzol Bを用いて
Cell Scraper(Coster， Cambrige， MA， USA)を用い付 抽出した.腹腔内惨出細胞及び牌細胞の全 RNA6μgず
着性細胞 を剥 離し 回収後全 RNAはRNAzo)TMB つをホノレムアノレデヒドを含む 0.04M3-N-Morpho1ino 
(BIOTECX LABORATORIES， INC. Texas， USA)と Propanesulfonicacid/5 mM  Sodium citrate/O. 5 mM  
クロロホルムを用いて抽出した EDTA，pH 7.2(MOPS)中で 650C，15分加熱変性させ，
6. C1q cDNAの作製およびノーザンプロット 5.3%ホノレムアノレデヒドを含む1.0%アガロースゲル中
(N orthern b1otting)解析 で電気泳動した.泳動後アガロースゲノレをエチジウムブ
(I)C1q cDNAの作製 ロマイドで染色し， 28 Sおよび 18Sのリボゾーム RNA
マウス C1qのDNA塩基配列16)より ASp85から G1n93 のパンドを確認し，ナイロンメンプランプイノレター
に相当する 25-merのオリゴヌクレオチドおよび Phe220 (Hybond-N十;Amersham J apan社，東京〉に転移し
から A1a228に相当する 25-m巴rのオリゴヌクレオチド た.
をそれぞれ 5'側および3'側のプライマーとして， DNA 32p cDNAプロープ(5X104 cpm)を添加した Quick
シンセサイザー(AppliedBiosystems Japan， Mode Hyb™液(Stratagene 社製 La ， J olla， CA， USA)の中に
391)にて，自家作製した.腹腔内マクロファージ mRNA 上記のナイロンメンプランを入れ， 680Cで2時間ハイブ
は，オリゴ dTラテックスピーズ(日本ロシュ株式会社， リット形成させた後， Stratagene社添付のマニュアノレに
東京〉を用いて前述の方法により抽出した全 RNA6μg 従って充分洗浄，イメージングプレート CImagingp1ate) 
より精製した. に2時間露光させた後，パイオイメージアナライザー
精製mRNAおよび合成したプライマー，逆転写酵素 (BAS 1000 MAC ;富士写真フィノレム株式会社，東京〉で
を含む cDNA合成キット (Amersham，J apan)に添加， 解析した.さらに， Kodak XO maeMフィノレム(Eastman
キットに添付さわしているマニュアノレにより cDNAを作 Kodak， N巴w York)に 800C下で 24時間露光してオー
製した. トラジオグラムを作製した.
この cDNAをテンプレートとし， Taqポリメラーゼ 7. データの統計学的処理
(Takara BIOCHEMICALS，東京〉を用いて，ポリメラ 血清 C1qおよびIgGレベル，腹腔内浸出細胞および牌
ーゼ連鎖反応(Po1ymerasechain reaction ; PCR)法に 細胞中のマクロファージ数，ならびに C1qmRNAのイ
より 430bpのC1qcDNAを増幅した.これは， C1qの メージ分析値および標準偏差(Standarddeviation， SD) 
非コラーゲン様球状部位ASp85から A1a228をコードす を計算すると同時に，各実験群における平均値の有意差
る領域に相当する (Fig目1) 増幅した cDNAの精製は， は， Mann-Whitn巴y検定法川『とて検定した.
SpinBind™R巴agent DNA Extraction Unit(Takara 
BIOMEDICALS，京都〉を使用して行った.また，増幅
結 果
した cDNAを制限酵素 Sma1(NEW ENGLAND 1.血清蛋白質のアガロースゾーン電気泳動による分
Bio1abs， MA， U.S.A)または， PST l(GOBCO 析
BRLLIFE TECHNOLOGIES， Inc. MD， U.S.A)により Fig. 2は，ハイブリドーマ(γ2b， x)，プリスタン投
消化，1.3%アガロースゲノレ電気泳動により C1qcDNA 与マウスおよび無処置マウスの血清ゾーン電気泳動によ
の制限酵素切断断片16)に相当することも確認した. る染色パターンである.図に示されるように，ハイブリ
(2) cDNAプロープの作製 ドーマ投与マウス(1， 4， 5)では，プリスタン投与マ
マウス C1qcDNA(430 bp)およびラット βーアクチン ウス (2)および無処置マウス (3)と較べ，ハイブリドー
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S G DYR  A TQK  VAFS  AL  K 
AT TCT GGC GAC TAC AGG GCT ACA CAG AAA GTC GCC 1寸CTC寸 GCCCTGACG
340 364 
110 
T N S P L R P NQ  V R F Q K V 
ACC ATC AAC AGC CCC TIG CGA CCG AAC CAG CTC ATI CGC TIC GAA AAG CTG 
390 410 430 
120 130 
T N  AN  E NY  E PR  NGK  FT  
ATC ACC AAC GCG AAC GCG AAC CAG GAC CCA CGC AAC GGC AAG TTC ACC 
450 470 
140 150 
CK  VPG  LYY  FTYHA  SS  R 
TGC AAG GTC CCT GGC CTC TAC TAC TTC ACC TAC CAT GCC AGC TCC CGG 
490 510 530 
160 
GNL  CV NL  VR  GR  DR  DS  M 
GGC AAC CTG TGT GTG AAT CTG GTG CGG GGC CGG GAC CGG GAC TCC ATG 
550 570 
170 180 
E K VV  T FCDY  AQN  TFQ  V 
CAG AAA GTA GTC ACC TTC TGT CAGTAT GCC CAG CCA ACC TIC CAA GfG 
590 610 630 
190 
T T G G V V  L K L E Q E E V V H 
ACC ACA GGT GGG GTA GTC TIG AAG CTA GAG CAA CAG GAG CTT CTT CAC 
650 670 
200 210 
L Q AT  D KN S  L L G  E G AN  
CTG CAG GCC ACA GAC AAG AAC TCC CTC CTG GGC Aγr GAG GGT GCC AAC 
690 710 
220 
S FT  GFL  LFP  DMDA  
AGC ATC TIC ACT GGC TIT CTG CTT TTC CCT GAC ATG GAT GCG 
730 750 770 
Fig. 1. Th巴 cDNAsequ巴nceof mous巴 ClqB-chain used as th巴 prob巴.
Th巴barrepresents annealing positions of th巴 pnm巴r. This area corresponds 
to th巴 C-terminalnon collageous globular region. 
マが産生する免疫グロプリンによるものと思われるスポ ハイブリドーマ投与マウス，プリスクン投与マウス，
ツトが陰極側 y領域で著しく増強されていることが分 および無処置マウスの血清 Clq量及び血清 IgG量を
かる.一方，プリスタン投与マウス (2)および無処置""'( Table 1に示した. Table 1に示されるように，ハイブ
ウス (3)では免疫グロプリンの易動する γ領域のスポ リドーマ投与群マウスでは血清 Clq量は，プリスタン投
ツトはほとんど認められないが，逆にβ領域に易動度を 与群マウスに較べ 4倍以上もの著しい増加を示し，血
持つ蛋白質によるスポットがハイブリドーマ投与マウス 清 IgG量の増量は 10倍以上にも昇る.また，プリスタン
(1， 4， 5)に較べ，明らかに増量することが示された. 投与群マウスでは，無処置マウスに較べ，血清 IgG量は
2.血清 Clq量および血清 IgG量 ほとんど同等であるのに血清 Clq量は有意に減少する
マウス補体第一成分の亜成分Clqに関する研究 (507) 
+ 
Fig. 2. Agaros巴-g巴1zone electrophoresis. 
line 1: mous巴 seracarrying the hybridoma (γ2b， )() 
line 2 : mouse sera treated with pristane 
line 3 : normal mouse s巴ra目
Anode is toward left. 
Table 1. Mean serum levels of Clq and IgG in BALB/ c female mouse (mean土lSD)





















1. 9:!:1. 45 
2. 04:!: 1. 05 
21.29土13.55
ヨJ05]∞Pristane Hybridoma 
mean values were checked statistically according to Mann-Whitney test. 
NS : statistically not significant 〔※);Pく0.05
Tabl巴 2.Mean numbers of peritoneal macrophages and spl田 nmacro【
phages (mean士lSD)in ln (natural logarithm) 




no treatment 15 
44コト00001]
with pristane 17 16.21土O目67 =i _ I NS 
with hybridoma 18 15.21土1.04 -.J Pニ 0.0004
Spleen cel 
no treatm巴nt 5 16.41土1.10コ NS 
with pristane II 16.80士0.96コ
with hybridoma II 16.38土0.42
NS 










































mRNA(1. 2 kb)のスポットの強さには，これら 3群のマ
ウス聞でほとんど差がないにもかかわらず，図中 I-Aに




されるように， 1. 2 kbのβアクチン mRNAの発現量お













Days after treatment 
Fig目 3.Th巴 amountof C1q mRNA express巴din 
peritoneal exudate cells on the 7th， 9， 10， 11， 
12 and 13th day after treatment with 
hybridoma， or with pristan巴 Thevertical 
axis represents ratios of C1q mRNA of these 
treated mic巴 tothose of nomal mice. 
Each amount of C1q mRNA has been correct-
ed with the amount of βactin mRNA 
V巴ricalbars show on巴 standarddeviation目
0: mice treated with hybridoma; • : mice 
treated with pristane，※: statistically signifi-









Days after treatment 
Fig. 4. Th巴 amountof C1q 'mRNA expressed in 
spleen cells on the 9th， 10， 11， 12， and 13th day 
after treatment with hybridoma， or with 
pristane. The vertical-axis represents ratios 
of C1q mRNA of these treated mice to those 
of normal mice. 
Each amount of C1q mRN A has been correct 
ed with the amount ofβactin mRNA. 
Vertical bars show one standard d巴viation.
0: mic巴 treatedwith hybridoma ;・ mice























































































































































Fig. 5. North巴rnblot analysis of mouse C1q B chain 
mRNA on the 10th day after treatment 
Total RNA (6μg) was loaded on each lane目
RNA tranfered to a nylon filter was hybrid-
iz巴dwith 32P-label巴d0.12 kbp cDNA for 
mouse C1q B chain (A). 
Autoradiographic exposure was carri巴dout 
for 24h. 
The mRNA levels of rat βactin was shown 
to normalize the amount of RNA (B). 
El巴ctrophoresisof these denatured RNAs， 
stained with ethidium bromide (C) 
Ribo$omal RN As of 28S and 18S are indicat目



















勿論，木研究では， IgG2bを産生するハイプリドーマ なお，本論文の要旨は，第 22回日本免疫学会総会(平
細胞が合成分泌するサイトカインなどの生物活性物質の 成4年 11月)，第 2回日本細菌学会中部関西合同支部総
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も個体発生においても IgGより原始的とされる C1qが 2)Lepow， I.H.， Naff， G. B.， Todd， E. W.， Pensky， 
血清中 IgGレベノレにどのような影響を果たすのか，これ J. and Hinz， C. F. : J.Exp. Med. 117目 983，1963. 
らの影響がどのような機作で起こるのかも現時点では不 3) Cooper， N. R. and Morrison， D. C. : Binding and 
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